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AVSEDD ANVANDNING

VENTANA CLDN18 (43-14A) Assay ar
avsedd for immunohistokemisk detektion
av Claudin 18 (CLDN18)-protein i
formalinfixerade, paraffininbaddade
(FFPE) neoplastiska vavnader som
fargats med BenchMark IHC/ISH-
instrument.

Denna produkt bér tolkas av en
kvalificerad patolog tillsammans med en
histologisk undersokning, relevant klinisk
information och l&mpliga kontroller.
Denna antikropp &r avsedd for
anvandning vid in vitro-diagnostik (IVD).

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING
VENTANA CLDN18 (43-14A) Assay &r en musmonoklonal antikropp (klon 43-14A) som

Fig. 1. VENTANA CLDN

(43-14A)
Assay-uttryck pa vavnad med
gastriskt adenokarcinom.

framstélls mot Claudin 18-proteiner och detekterar bade Claudin 18.1- och 18.2-isoformer.

Den har analysen ger membranfargning.

Transmembran Claudin 18-proteiner utgér en viktig komponent i tata forbindelser som
reglerar paracellular barridrpermeabilitet och membranpolaritet. CLDN:er kontrollerar
selektiv transport av joner 6ver celler och bibehéller integriteten hos epitel- och
endotellager.!2 Hos daggdjur har 27 Claudin-familjer identifierats.3 Den forutspadda
proteinstrukturen i CLDN inkluderar fyra transmembransegment4 med tva extracellulara
loopar, och dér N- och C-terminalerna ar lokaliserade i cytoplasman. Claudin 18-genen &r
ett 785-baspars cDNA-kodning for ett 261 aminosyraprotein pa ~27.7 kDa molekylvikt.
Claudin 18 har tva isoformer (CLDN18.1 och 18.2). CLDN18.2 skiljer sig fran CLDN18.1 i
N-terminalens 69 aminosyror, inklusive den forsta extracellulra loopen.

Till skillnad fran de flesta av CLDN-familjerna uppvisar CLDN18 inte nagot brett
vavnadsuttryck. Isoformer av CLDN18 kan detekteras som kortlivade i differentierade
epitelceller av normal magslemhinna och pneumocyter i normal lungvévnad, i en rad olika
avancerade och metastatiska gastrointestinala cancerformer, inklusive gastrisk cancer,
esofageal-, pankreas-, gallgangscancer och i icke-smacellig lungcancer.6-12

PRINCIPER FOR PROCEDUREN

VENTANA CLDN18 (43-14A) Assay ar en musmonoklonal primarantikropp som binder till
CLDN18-protein i paraffininbaddade vavnadssnitt. Den specifika antikroppen kan
visualiseras med OptiView DAB IHC Detection Kit (kat. nr 760-700 / 06396500001). Se
OptiView DAB IHC Detection Kit-bipacksedeln f6r mer information.

MEDFOLJANDE MATERIAL

VENTANA CLDN18 (43-14A) Assay innehaller tillrackligt med reagens for 50 tester.
En 5 mL dispenser med VENTANA CLDN18 (43-14A) Assay innehaller ungefar 15 ug
musmonoklonal antikropp.

Antikroppen spéds i 0.05 M Tris-buffrad saltiésning, EDTA, Brij-35 och 0.05 %
natriumazid, ett konserveringsmedel. Det finns en sparmangd bovint serumalbumin,
bararprotein.

Specifik antikroppskoncentration ar ca 3 ug/mL.

VENTANA CLDN18 (43-14A) Assay &r en musmonoklonal antikropp 1gG2b som
produceras som en cellodlingssupernatant.

Se vidare i bipacksedeln till respektive detektionskit fran VENTANA for detaljerad
beskrivning av: Principer for proceduren, Material och metoder, Provinsamling och
Beredning for analys, Procedurer fér kvalitetskontroll, Felsékning, Tolkning av resultaten
och Allmanna begransningar.
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NODVANDIGT MATERIAL SOM INTE MEDFOLJER

Fargningsreagens som VENTANA-detektionskit och tillhérande komponenter, inklusive

objektglas med negativa och positiva vavnadskontroller, medféljer inte.

Eventuellt &r inte alla produkter i bipacksedeln tillgéngliga i alla Iander. Radfraga din lokala

supportrepresentant.

Féljande reagenser och material kan behdvas vid fargning men medfoljer ej:

Rekommenderad kontrollvavnad

Objektglas for mikroskop, positivt laddade

Torkugn som kan halla en temperatur pa 60 °C £ 5 °C

Streckkodsetiketter

Xylen (histologisk kvalitet)

Etanol eller reagensalkohol (histologisk kvalitet)

. 100 % 18sning: Outspadd etanol eller reagensalkohol

e 95 % losning: Blanda 95 delar etanol eller reagensalkohol med 5 delar
avjoniserat vatten

e 80 % losning: Blanda 80 delar etanol eller reagensalkohol med 20 delar
avjoniserat vatten

7. Avjoniserat eller destillerat vatten

8. Negative Control (Monoclonal) (kat. nr 760-2014 / 05266670001)

9. OptiView DAB IHC Detection Kit (kat. nr 760-700 / 06396500001)

10. EZ Prep Concentrate (10X) (kat. nr 950-102 / 05279771001)

11.  Reaction Buffer Concentrate (10X) (kat. nr 950-300 / 05353955001)

12.  LCS (Predilute) (kat. nr 650-010 / 05264839001)

13.  ULTRALCS (Predilute) (kat. nr 650-210 / 05424534001)

14.  Cell Conditioning Solution (CC1) (kat. nr 950-124 / 05279801001)

15.  ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (kat. nr 950-224 / 05424569001)

16.  Hematoxylin Il (kat. nr 790-2208 / 05277965001)

17.  Bluing Reagent (kat. nr 760-2037 / 05266769001)

18.  Permanent monteringsmedium (Permount Fisher art. nr SP15-500 eller
motsvarande)

19.  Téckglas (tillrackligt for att tacka vavnaden, t.ex, VWR art. nr 48393-060)

20. Automatiserat monteringsinstrument (t. ex. Tissue-Tek SCA Automated
Coverslipper)

21.  Ljusmikroskop

22.  Absorberande dukar

FORVARING OCH STABILITET

Forvaras vid 2-8 °C vid mottagandet och nér den inte anvénds. Far gj frysas.

For att garantera korrekt reagenstillforsel och antikroppens stabilitet maste locket pa
dispensem séttas pa igen efter varje anvandning, och dispensem omedelbart placeras i
kylskap i upprétt lage.

Varje antikroppsdispenser &r mérkt med utgangsdatum. Vid korrekt férvaring ar reagenset
stabilt fram till det datum som anges pa etiketten. Anvand inte reagenset efter detta
utgangsdatum.

PROVBEREDNING

Rutinmassigt bearbetade FFPE-vavnader &r [ampliga for anvandning med denna
primarantikropp nér den anvands med VENTANA-detektionskit och BenchMark IHC/ISH-
instrument.

Det rekommenderade vavnadsfixeringsmedlet &r 10 % neutralbuffrad formalin, '3 med 6 il
48 timmars fixeringstid.

Vavnadssnitt med en ungefarlig tjocklek pa 4 um ska skaras upp och monteras pa positivt
laddade objektglas av glas. Vavnadssnitt bor skaras vid 3 till 6 um for analysen.

Fore fargning ska de skumna objektsglasen torkas helt antingen vid rumstemperatur
(lufttorkas) eller genom bakning offline (bakas i ugn) i 60 °C i 60 minuter.

Objektglas bor fargas omgaende eftersom antigenicitet hos ett skuret vavnadssnitt kan
minska med tiden och kan forsémras pa grund av miljéfaktorer under forlangd
forvaring.17-20 Rekommendationer for forlangd forvaring av ofargade objekiglas finns i
avsnittet Specifika begrénsningar.

Det rekommenderas att positiva och negativa kontroller kors samtidigt som okanda prover.
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VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

1. Féranvandning vid in vitro -diagnostik (IVD).

2. FORSIKTIGHET: Enligt federal lag i USA fr enheten endast séljas av lakare, eller
enligt Iakares ordination. (Rx Only)

Endast for yrkesmassigt bruk.

Positivt laddade objektglas kan vara kansliga fr miljdpaverkan som resulterar i
olamplig fargning av IHC-analyser (till exempel, brist pa primarantikropp
rekombinant bindande protein eller kontrastfarg pa vavnaden). Be din Roche-
representant om en kopia av "Impacts of Environmental Stresses on IHC Positively
Charged Slides” for att battre forsta hur du anvander dessa typer av objektsglas.
Material av humant eller animaliskt ursprung ska hanteras som biologiskt farligt
avfall och omhandertas i enlighet med tillampliga forsiktighetsatgarder.

Undvik att reagenser kommer i kontakt med dgon och slemhinnor. Om reagenser
kommer i kontakt med kansliga omraden ska dessa skéljas med stora méngder
vatten.

Undvik mikrobiell kontaminering av reagenser eftersom det kan orsaka felaktiga
resultat.

For ytterligare information om anvandningen av den har enheten, se
bruksanvisningen for BenchMark IHC/ISH-instrumentet och instruktionera for
anvandning av alla nédvéndiga komponenter pa dialog.roche.com.

Kontakta lokala och/eller statliga myndigheter angéende rekommenderad metod for
avfallshantering.

Produktsékerhetsmarkningen féljer framst EU:s GHS-vagledning.
Sakerhetsdatablad finns tillgéngligt for professionella anvandare pa begéran.

For att rapportera misstankta allvarliga handelser relaterade till den har enheten ska
man kontakta den lokala Roche-representanten och den behdriga myndigheten i
den medlemsstat eller land dér anvandaren &r etablerad.

FARGNINGSPROCEDUR

VENTANA-primarantikroppar har utvecklats for anvandning pa BenchMark IHC/ISH-
instrument i kombination med VENTANA-detektionskit och -tillbehér. Se Tab. 1 for
rekommenderade fargningsprotokoll.

Denna antikropp har optimerats for specifika inkubationstider, men anvandaren méaste
validera resultat som erhlls med detta reagens.

Parametrarna for de automatiska procedurerna kan visas, skrivas ut och andras i enlighet
med proceduren i anvandarhandboken till instrumentet. Se respektive bipacksedel till
VENTANA-detektionskit for ytterligare information om immunhistokemiska
fargningsprocedurer.

Tab. 1. Rekommenderat fargningsprotokoll for VENTANA CLDN18 (43-14A) Assay med
OptiView DAB Detection Kit pa BenchMark IHC/ISH instruments.

3.

Metod
Procedurtyp
GX XT ULTRA
Bakning Ej vald Ej vald Ej vald
Avparaffinering Vald Vald Vald
Cellkonditionering ccCt, CCH1, %ETRA CtC1
(Antigendemaskering) 64 minuter 64 minuter 1r(;1(|)n:|Cer,
Pre-antikropp Vald Vald Vald
peroxidas-hdmmare
Ant;\lk;ost’i)v(ggr::{zo?"er 16 minuter, 32 minuter, 16 minuter,
9 37°C 37°C 37°C
(Monoclonal)
- . 8 minuter 8 minuter 8 minuter
OptiView HQ Linker (standard) (standard) (standard)
. . 8 minuter 8 minuter 8 minuter
OptiView HRP Multimer (standard) (standard) (standard)
OptiView Amplification Ej vald
Kontrastférg Hematoxylin II, 8 minuter
Efter kontrastférg Bluing, 4 minuter
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P& grund av variationer i vavnadsfixering och -bearbetning samt generella
laboratorieinstrument och omgivningsforhallanden, kan man behdva 6ka eller minska
inkubationen med primarantikroppen, cellkonditionering eller proteasforbehandlingen,
baserat pa individuella prover, den detektion som anvands och lasarpreferens. Ytterligare
information om fixeringsvariabler finns i “Immunohistochemistry Principles and
Advances”.'4

Férutom fargning med VENTANA CLDN18 (43-14A) Assay bor ett andra objektglas fargas
med Negative Control (Monoclonal) (kat. nr 760-2014 / 05266670001).

POSITIV VAVNADSKONTROLL

Optimal laboratoriepraxis anvander ett positivt kontrollsnitt pa samma objektglas som
testvavnad. Detta bidrar till att identifiera eventuella fel som galler for reagensemna i
objektglaset. Vavnad med svag positiv fargning ar mer [dmpad for optimal kvalitetskontroll.
Kontrollvavnad kan innehalla bade positiva och negativa fargningselement och fungera
som bade positiv och negativ kontroll. Kontrollvavnad bér utgdras av férska obduktions-,
biopsi- eller kirurgiska prover, vilka preparerats eller fixerats sa tidigt som mojligt pa ett
sétt som ar identiskt med behandlingen av testsnitten.

Kanda positiva vavnadskontroller bor endast anvandas for att Gvervaka korrekt prestanda
for reagenser och instrument, inte som hjalpmedel vid faststéllande av en specifik diagnos
for testprov. Om de positiva vévnadskontrollerna inte uppvisar positiv fargning, bor
testprovets resultat anses ogiltiga.

Ett exempel pa kontrollvévnader for denna antikropp &r gastrisk intestinal metaplasi, som
uppvisar stark membranfargning i normala gastriska epitelceller och svag till mattlig
membranfargning av epitelceller i omradena med metaplasi. Vavnad med gastrisk
intestinal metaplasi saknar CLDN18-fargning i lamina propria, lymfocyter, glatt muskulatur,
blodkarl och perifera nerver, vilka kan anvandas som negativa kontrollelement.

TOLKNING AV FARGNINGSRESULTAT / FORVANTADE RESULTAT
Den automatiserade proceduren for immunfargning fran VENTANA gor att en brunfargad
(DAB)-reaktionsprodukt falls ut pa de antigenstéllen som lokaliserats med VENTANA
CLDN18 (43-14A) Assay. Cellfargningsmonstret for VENTANA CLDN18 (43-14A) Assay
ar membranfargning. Cytoplasmisk fargning syns ocksa. En kvalificerad patolog med
erfarenhet av immunhistokemiska procedurer maste utvardera kontrollerna pa systemniva
och kvalificera de fargade objektglasen innan resultaten tolkas.

SPECIFIKA BEGRANSNINGAR

VENTANA CLDN18 (43-14A) Assay detekterar bade CLDN18.1- och 18.2-proteiner och
kan producera IHC-fargning i epitelceller av normal magsécksvéavnad®.7, pneumocyter i
normal lungvavnad®.7,12.15 och panethceller fran normal tunntarmsvavnad.5 CLDN18-
uttryck inom eller tillsammans med dessa celler har rapporterats i den publicerade
litteraturen.6.7,9-12,15,16

Den har antikroppen har optimerats for en specifika inkuberingstider (se Tabell 1) pa
BenchMark IHC/ISH-instrumentet i kombination med OptiView DAB IHC Detection Kit,
men anvandaren maste validera resultaten som erhalls med denna reagens.

Studier stoder minst 45 dagars antigenstabilitet pa ofargade objektglas. Objektglas bor
torkas och forvaras i rumstemperatur. Eftersom det ar ként att miljofaktorer paverkar
antigenstabilitet pa objektglas med snitt, bor laboratorier validera utgangsdatumen inom
den egna miljén om datum langre an 45 dagar dnskas.

Alla analyser kanske inte registreras pa varje instrument. Kontakta din lokala Roche-
representant for mer information.

PRESTANDAEGENSKAPER

Fargningstester for specificitet, sensitivitet och repeterbarhet utférdes och resultaten
sammanfattas i Tab. 2 och Tab. 3 och i avsnittet Precision.

Sensitivitet och specificitet

Tab. 2. Sensitivitet/specificitet for VENTANA CLDN18 (43-14A) Assay faststalldes genom
att testa normala FFPE-véavnader.

Antal Antal
positiva/totala positivaltotala
Véavnad fall Vavnad fall
Binjure 013 Aggstockar (stroma) | 0/3
Urinblasa 0/3 Biskoldkortel 0/3
Benmarg 0/3 Bukspottkortel 0/3
Brost 0/3 Perifer nerv 0/3
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Antal Antal Antal
positivaltotala positivaltotala positivaltotala
Vévnad fall Vévnad fall Patologi fall
Cerebellum 073 Prostata 073 Gastrointestinal stromacellstumér (GIST) (tunntarm) on
Cerebrum 013 Spottkértel 073 Adenokarcinom (kolon) 0/1
Kolon 0/3 Skelettmuskulatur 0/3 Gastrointestinal stromacellstumér (GIST) (kolon) 0/1
Endometrium 0/3 Hud 0/3 Adenokarcinom (rektum) 0/1
Esofagus 0/3 Tunntarm 2/3* Gastrointestinal stromacellstumér (GIST) (rektum) 0/1
Hjarta 0/3 Mjalte 0/3 Hepatocellulart karcinom (lever) 0/1
Hypofys 0/3 Magséack 12112%* Hepatoblastom (lever) 0/1
Njure 0/3 Testikel 0/3 Klarcellskarcinom (njure) 0/1
Lever 013 Thymus 073 Adenokarcinom (prostata) 0/2
Lunga 2/4* Skoldkortel 073 Leiomyom (livmoder) on
Lymfkortel 073 Tonsill 073 Adenokarcinom (livmoder) on
Mesotel 0/2 Livmoderhals 073 Klarcellskarcinom (livmoder) on
* Membran CLDN18-fargning observerades i pneumocyter pa 2/4 prover. Inget Skvamdst cellkarcinom (cervix) 0/2
bronkialt epitel fanns i 3/4 pr.over. L ) . Embryonalt rabdomyosarkom (striated muskulatur) on
** Membran- och cytoplasmisk CLDN18-fargning observerades i en delmangd
panethceller. Melanom (rektum) on
*** Membran- och cytoplasmisk CLDN18-fargning i gastriskt epitel. Basalcellskarcinom (hud) 0/
Skvamdst cellkarcinom (hud) 0/1
Tab. 3. Sensitivitet/specificitet for VENTANA CLDN18 (43-14A) Assay faststélldes genom ) -
att testa olika neoplastiska FFPE-vavnader. Neurofibrom (landrygg) ort
Antal Neuroblastom (retroperitoneum) 0/1
positivaltotala Mesoteliom (bukhinna) 1/1*
Patologi fall -
B-cellslymfom; NOS (lymfkértel) 0/2
Glioblastom (cerebrum) 0/1 - -
Hodgkins lymfom (lymfkdrtel) 0/1
Meningiom (cerebrum) 0/1 - -
Anaplastiskt storcellslymfom (lymfkdrtel) 0/1
Ependymom (cerebrum) 0/1 - - —
Urotelialt karcinom (urinblasa) on
Oligodendrogliom (cerebrum) 0/1 - —
Leiomyosarkom (urinblasa) 0/1
Serdst adenokarcinom (&ggstock) 0/1 -
Rabdomyosarkom (bukhinna) 0/1
Adenokarcinom (aggstock) 0/1 -
Leiomyosarkom (glatt muskulatur) 0/1
Neuroendokrin bukspottkdrtelneoplasi (bukspottkortel) 0/1 — — -
* CLDN18-fargning observerades i cirka 3 % maligna celler
Adenokarcinom (bukspottkértel) on
Seminom (testikel) 0N Precision
Embryonalt karcinom (testikel) 0N Precisionsstudier for VENTANA CLDN18 (43-14A) Assay utfordes for att demonstrera:
Medullart karcinom (skéldkortel) 0/1 e Precision mellan olika loter av antikroppen.
Papillart karcinom (skéldkértel) on . Precision inom kdrningar och mellan dagar pa ett BenchMark ULTRA -instrument.
Mikroinvasivt duktalt karcinom (brost) 01 o Bf};ll?sﬁ?ngfdﬁg r|1rt1.strument pa BenchMark GX-, BenchMark XT- och BenchMark
Invasivt duktalt karcinom (brost) 0/2 e Precision mellan plattformar mellan BenchMark XT-, BenchMark GX- och
B-cellslymfom; NOS (mjélte) 0/1 Be.nchMark ULTRA-mstrument. o
Scalint ko I o Alla studier uppfylide sina acceptanskriterier.
mécelligt karcinom (lunga) Metodjamforelse
Skvamdst cellkarcinom (lunga) ort Metodjamforelsestudier for VENTANA CLDN18 (43-14A) Assay utférdes mellan
Adenokarcinom (lunga) oM BenchMark XT-, BenchMark GX- och BenchMark ULTRA-instrument.
Skvamést cellkarcinom (esofagus) 0 Alla studier uppfylide sina acceptanskriterier.
Adenokarcinom (esofagus) 0/1 REFERENSER
— - 1. Anderson JM, Van Itallie CM. Physiology and Function of the Tight Junction. Cold
Mucinst adenokarcinom (mage) ot Spring Harbor Perspectives in Biology. 2009;1(2):a002584
Adenokarcinom (tunntarm) 01
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Symboler

Ventana anvander féljande symboler och tecken utover de som anges i standarden ISO
15223-1 (for USA: se dialog.roche.com for definition av anvanda symboler):

20.

Globalt artikelnummer

Unik enhetsidentifiering

Anger den enhet som importerar den medicintekniska produkten till
Europeiska unionen

®
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REVISIONSHISTORIK

Rev. Uppdateringar
C Korrigera antalet tester till 50
B Uppdateringar av avsnitten Medf6ljande material, Nodvandigt material som

inte medfdljer, Varningar och forsiktighetsatgérder, Symboler, Immateriell
egendom och Kontaktuppgifter

IMMATERIELL EGENDOM

VENTANA, BENCHMARK, OPTIVIEW, och logotypen VENTANA &r varuméarken som
tillhdr Roche. Alla évriga varumarken tillhér sina respektive agare.

© 2023 Ventana Medical Systems, Inc.
KONTAKTUPPGIFTER

ul

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
D-68305 Mannheim
Germany

+800 5505 6606

www.roche.com
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